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00 (54) Bezeichnung: MEDIKAMENT ZUR ERHOHUNG DER WIRKSAMKEIT EINES REZEPTOR-VERMITTELT APOPTOSE 
£g IN TUMORZELLEN AUSLOSENDEN ARZEIMITTELS 

2 (57) Abstract: The invention relates to a medicament that increases the effectiveness of a drug that induces receptor-mediated apop- 
^ tosis in tumor cells. The inventive medicament contains a double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) that is suitable to inhibit the 
expression of a c-FLIP gene. 

0 (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Medikamem zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezepior-vermitteh Apop- 
^ tose in Tumorzellen auslosenden Arzneimittels, wobei das Medikament eine zu einer Hemmung der Expression eines c-FLIP-Gens 
^ geeignete doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) enthalt. 
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Medikament zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor- 
vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslosenden Arzneimittels 

Die Erfindung betrif ft ein Medikament und eine Verwendung zur 
5 Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor-vermittelt Apoptose 
in Tumorzellen auslosenden Arzneimittels. Die Erfindung be- 
trifft weiterhin eine Verwendung zur Herstellung eines sol- 
chen Medikament s, ein Verfahren zur Erhohung der Wirksamkeit 
eines Rezeptor-vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslosenden 
10 Wirkstoffs und eine doppelstrangige Ribonukleinsaure . 

Aus der DE 101 00 586 CI ist ein Verfahren zur Hemmung der 
Expression eines Zielgens in einer Zelle bekannt, bei dem ein 
Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur in die Zelle 
15 eingefiihrt wird. Ein Strang der doppelstrangigen Struktur ist 
dabei komplementar zum Zielgen. Das der Hemmung zu Grunde 
liegende Prinzip wird inzwischen als RNA- Inter ferenz bezeich- 
net . 

20 Ein bekannter Apoptose auslosender Wirkstoff ist der Tumor 
Nekrose Faktor-verwandte Apoptose auslosende Ligand TRAIL. 
TRAIL bewirkt durch Bindung an TRAIL-Rl und TRAIL-R2 , zwei 
eine Todesdomane enthaltende Mitglieder der TNF-Rezeptor Su- 
perfamilie, eine Aktivierung einer Caspase und lost dadurch 

25 Apoptose in Tumorzellen aus. 

Aus Yeh, W.-C. et al . , Immunity 12 (2000), Seiten 633 bis 642 
ist es bekannt, dass embryonale Fibroblasten aus der Maus, 
denen das zellulare FLICE-Inhibitorprotein (c-FLIP) fehlt, 
30 besonders sensitiv gegenuber Rezeptor-vermittelter Apoptose 
sind. Bei diesen Zellen handelte es sich jedoch nicht urn Tu- 
morzellen. 

Es sind mehrere SpleiS-Varianten von c-FLIP bekannt, unter 
35 anderem eine kurze SpleiS-Variante c-FLIP-S und eine lange 
Spleifc-Variante c-FLIP-L. 
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Aus Bin, L. et al . , FEBS Lett 510 (1-2) (2002), Seiten 37 bis 
40 ist es bekannt, dass c-FLIP-def iziente embryonalen Mausfi- 
broblasten durch retroviral vermittelte Transduktion von c- 
FLIP-S resistent gegenuber TRAIL induzierter Apoptose werden. 

Tumorzellen sind haufig nicht oder kaum empfindlich gegeniiber 
Apoptose auslosenden Arzneimitteln bzw. Wirkstoffen. Die Be- 
handlung mit solchen Arzneimitteln erfordert daher haufig ei- 
ne Co-Behandlung durch Bestrahlung oder Chemotherapie, um ei- 
ne therapeutische Wirkung des Apoptose auslosenden Arzneimit- 
tels zu erreichen. Die genannten Co-Behandlungen gehen jedoch 
mit starken Nebenwirkungen einher. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Insbesondere soli ein 
Medikament, eine doppelstrangige Ribonukleinsaure und eine 
Verwendung zur Erhohung der Wirksamkeit eines Apoptose in Tu- 
morzellen auslosenden Arzneimittels bereitgestellt werden, 
welches die oben genannten starken Nebenwirkungen vermeidet. 
Weiterhin soil eine Verwendung zur Herstellung eines solchen 
Medikament s und ein Verfahren zur Erhohung der Wirksamkeit 
eines Apoptose in Tumorzellen auslosenden Wirkstof fs bereit- 
gestellt werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 17, 
18, 34 und 47 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 16, 19 bis 33, 35 
bis 46 und 48 bis 60. 

Erf indungsgemafc ist ein Medikament zur Erhohung der Wirksam- 
keit eines Rezeptor-vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslo- 
senden Arzneimittels vorgesehen, wobei das Medikament eine zu 
einer Hemmung der Expression eines c-FLIP-Gens mittels RNA- 
Interferenz geeignete doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA) enthalt, Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem 
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Oder zwei Ribonukleinsaure-Strangen bestehende Ribonuklein- 
saure eine doppelstrangige Struktur aufweist. Nicht alle Nu- 
kleotide der dsRNA mussen kanonische Watson-Crick-Basen- 
paarungen aufweisen. Insbesondere einzelne nicht komplementa- 
5 re Basenpaare beeintr&chtigen die Wirksamkeit kaum oder gar 
nicht. Die maximal mogliche Zahl der Basenpaare ist die Zahl 
der Nukleotide in dem kurzesten in der dsRNA enthaltenen 
Strang. 

10 Das Medikament kann die dsRNA in einer zu der Hemmung der Ex- 
pression des c-FLIP-Gens in den Tumorzellen ausreichenden 
Menge enthalten. Das Medikament kann auch so konzipiert sein, 
dass mehrere Einheiten des Medikaments zusammen die ausrei- 
chende Menge in der Summe enthalten. Die ausreichende Menge 

15 hangt von der Verabreichungsf orm ab. Zur Ermittlung einer 

ausreichenden Menge kann die dsRNA in steigenden Mengen bzw. 
Dosierungen verabreicht werden. Danach kann an einer aus dem 
Tumor entnommenen Gewebeprobe mit bekannten Methoden ermit- 
telt werden, ob bei dieser Menge eine Hemmung der Expression 

20 des c-FLIP-Gens eingetreten ist. Bei den Methoden kann es 

sich z.B. urn molekularbiologische, biochemische oder immuno- 
logische Methoden handeln. 

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, dass die gezielte 
25 und ausschliefeliche Hemmung der Expression von c-FLIP durch 
RNA- Inter ferenz ausreichend ist, urn Tumorzellen fur eine Re- 
zeptor-vermittelte Auslosung einer Apoptose empfanglich bzw. 
sensitiv zu machen. Das Medikament ermoglicht dadurch eine 
gezielte und nebenwirkungsarme bzw. nebenwirkungsschwache Be- 
30 handlung von Tumoren mit spezifisch die Apoptose von Tumor- 
zellen auslosenden Arzneimitteln. 

Vorzugsweise lost das Arzneimittel Apoptose mittels Tumor Ne- 
krose Faktor oder Tumor Nekrose Faktor-verwandten Apoptose 
35 auslosenden Liganden, insbesondere TRAIL, aus. Die Wirksam- 
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keit eines solchen Arzneimittels kann besonders effektiv 
durch das erf indungsgemaSe Verfahren gesteigert werden. 

Vorzugsweise weist ein Strang SI der dsRNA einen zum c-FLIP- 
5 Gen zumindest abschnittsweise komplementar en, insbesondere 
aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehen- 
den, Bereich auf. Unter dem "c-FLIP-Gen" wird der DNA-Strang 
der doppelstrangigen fur c-FLIP kodierenden DNA in der Tumor- 
zelle verstanden, welcher komplementar zu einem bei der Tran- 

10 skription als Matrize dienenden DNA-Strang einschlieSlich al- 
ler transkribierten Bereiche ist. Bei dem c-FLIP-Gen handelt 
es sich also im allgemeinen um den Sinn-Strang. Der Strang SI 
kann somit komplementar zu einem bei der Expression des c- 
FLIP-Gens gebildeten RNA-Transkript oder dessen Prozessie- 

15 rungsprodukt, wie z.B. einer mRNA, sein. Es kann z.B. ausrei- 
chend sein, wenn der Strang SI komplementar zu einem Teil des 
3 ' -untranslatierten Bereichs der mRNA ist. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, bevorzugt 
20 20 bis 24, besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 
oder 23, Nukleotide aufweisen. Eine dsRNA mit dieser Struktur 
ist besonders effizient in der Inhibition des c-FLIP-Gens. 
Der Strang SI der dsRNA kann weniger als 30, vorzugsweise we- 
niger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 
25 23, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide ist zu- 
gleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Basenpaa- 
re. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin- 
30 dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist. Eine solche dsRNA weist gegenuber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige Uberhange an mindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Hemmung der Expression des c-FLIP- 
35 Gens auf. Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in wel- 
chem ein 5'- und ein 3 1 -Strangende vorliegen. Eine nur aus 
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dem Strang SI bestehende dsRNA weist demnach eine Schleifen- 
struktur und nur ein Ende auf . Eine aus dem Strang SI und ei- 
nem Strang S2 gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende 
wird dabei jeweils von einem auf dem Strang SI und einem auf 
5 dem Strang S2 liegenden Strangende gebildet. 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige Uberhang am 
3 1 -Ende des Strangs SI. Diese Legalisation des einzelstrangi- 
gen Uberhangs fiihrt zu einer weiteren Steigerung der Effizi- 

10 enz des Medikaments . Die dsRNA kann auch nur an einem, insbe- 
sondere dem am 3 1 -Ende des Strangs SI gelegenen, Ende einen 
einzelstrangigen Uberhang aufweisen. Das andere Ende ist bei 
einer zwei Enden aufweisenden dsRNA glatt, d.h. ohne Uberhan- 
ge, ausgebildet. Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, 

15 dass zur Verstarkung der Interf erenz-Wirkung der dsRNA ein 
Uberhang an einem Ende der dsRNA ausreichend ist, ohne dabei 
die Stabilitat in einem solchen MaEe zu erniedrigen wie durch 
zwei Uberhange. Eine dsRNA mit nur einem Uberhang hat sich 
sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in Blut, 

20 Serum und Zellen als hinreichend bestandig und besonders 
Wirksam erwiesen. 

Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang 
S2 auf r d.h. sie ist aus zwei Einzelstrangen gebildet. Beson- 

25 ders wirksam ist das Medikament, wenn der Strang SI (Anti- 
sinn-Strang) eine Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 ei- 
ne LSnge von 21 Nukleotiden und das 3 1 -Ende des Strangs SI 
einen aus zwei Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uber- 
hang auf weist. Das am 5 1 -Ende des Strangs SI gelegene Ende 

30 der dsRNA ist dabei glatt ausgebildet. Der Strang SI kann zum 
primaren oder prozessierten RNA-Transkript des c-FLIP-Gens 
komplementar sein. Vorzugsweise besteht die dsRNA aus dem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 mit der Sequenz 

35 SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 
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Oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem 
Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 7 oder dem Strang S2 mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang Si mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 8 gema£ dem anliegenden Sequenzprotokoll . Eine 
solche dsRNA ist in der Hemmung der Expression des c-FLIP- 
Gens besonders wirksam. 

Die dsRNA kann in dem Medikament in einer Losung, insbesonde- 
re einem physiologisch vertraglichen Puffer oder einer phy- 
siologischen Kochsalzlosung, von einer micellaren Struktur, 
vorzugsweise einem Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder 
einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an 
einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegen. 
Der physiologisch vertragliche Puffer kann eine phosphatge- 
pufferte Salzlosung sein. Eine micellare Struktur, ein Kap- 
sid, ein Kapsoid oder eine polymere Nano- oder Mikrokapsel 
kann die Aufnahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern. 
Die polymere Nano- oder Mikrokapsel besteht aus mindestens 
einem biologisch abbaubaren Polymer, z.B. Polybutylcyanoacry- 
lat. Die polymere Nano- oder Mikrokapsel kann darin enthalte- 
ne oder daran gebundene dsRNA im Korper transportieren und 
f reisetzen. 

Die dsRNA kann oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injek- 
tion, insbesondere intravendser, intraperitonealer oder in- 
tratumoraler Infusion oder Injektion, verabreicht werden. Das 
Medikament kann daher eine Zubereitung aufweisen, die zur In- 
halation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbeson- 
dere zur intravenosen, intraperitonealen oder intra tumoral en 
Infusion oder Injektion, geeignet ist. Eine zur Inhalation, 
Infusion oder Injektion geeignete Zubereitung kann im ein- 
fachsten Fall aus einem physiologisch vertraglichen Losungs- 
mittel, vorzugsweise einer physiologischen Kochsalzlosung 
oder einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere 
einer phosphatgepuf f erten Salzlosung, und der dsRNA bestehen. 
Es hat sich namlich iiberraschenderweise herausgestellt , dass 
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eine lediglich in einem solchen Puffer oder einem solchen L6- 
sungsmittel geloste und verabreichte dsRNA von den Tumorzel- 
len aufgenommen wird und die Expression des c-FLIP-Gens 
hemmt, ohne dass die dsRNA dazu in einem besonderen Vehikel 
verpackt sein muss. 

Vorzugsweise liegt das Medikament in mindestens einer Verab- 
reichungseinheit vor, welche die dsRNA in einer Menge ent- 
halt, die eine Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 m, besonders be- 
vorzugt hochstens 100 /zg, vorzugsweise hochstens 50 ixg, ins- 
besondere hochstens 25 fig, pro kg Korpergewicht und Tag er- 
moglicht. Es hat es sich namlich gezeigt, dass die dsRNA be- 
reits in dieser Dosierung eine ausgezeichnete Effektivitat in 
der Hemmung der Expression des c-FLIP-Gens aufweist. Die Ver- 
abreichungseinheit kann fur eine einmalige Verabreichung bzw. 
Einnahme pro Tag konzipiert sein. Dann ist die gesamte Tages- 
dosis in einer Verabreichungseinheit enthalten. Ist die Ver- 
abreichungseinheit fiir eine mehrmalige Verabreichung bzw. 
Einnahme pro Tag konzipiert, so ist die dsRNA darin in einer 
entsprechend geringeren das Erreichen der Tagesdosis ermogli- 
chenden Menge enthalten. Die Verabreichungseinheit kann auch 
fiir eine einzige Verabreichung bzw. Einnahme fur mehrere Tage 
konzipiert sein, z. B. indem die dsRNA iiber mehrere Tage 
freigesetzt wird. Die Verabreichungseinheit en thai t dann ein 
entsprechend Mehrf aches der Tagesdosis. 

Erf indungsgemate ist weiterhin die Verwendung einer zur Hem- 
mung der Expression eines c-FLIP-Gens mittels RNA- Inter ferenz 
geeigneten doppelstrangigen Ribonukleinsaure zur Herstellung 
eines Medikaments zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezep- 
tor-vermittelt Apoptose in Tumorzellen ausl6senden Arzneimit- 
tels vorgesehen. Weiterhin ist erf indungsgemaS die Verwendung 
einer zur Hemmung der Expression eines c-FLIP-Gens mittels 
RNA- Inter ferenz geeigneten doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
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zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor-vermittelt Apop- 
tose in Tumorzellen auslosenden Arzneimittels vorgesehen. 

Dariiber hinaus ist ein Verfahren zur Erhohung der Wirksamkeit 
5 eines Rezeptor-vermittelt Apoptose in einer Tumorzelle auslo- 
senden Wirkstoffs vorgesehen, wobei eine zu einer Hemmung der 
Expression eines c-FLIP-Gens mittels RNA-Interf erenz geeigne- 
te doppelstrangige Ribonukleinsaure in die Tumorzelle einge- 
fuhrt wird. Unter "eingefuhrt werden" wird das Aufnehmen in 

10 die Zelle verstanden. Das Aufnehmen kann durch die Zelle 
selbst erfolgen. Es kann aber auch durch Hilfsstoffe Oder 
Hilfsmittel vermittelt werden. Die Erfindung betrifft aufier- 
dem eine doppelstrangige Ribonukleinsaure, deren einer Strang 
SI einen zum c-FLIP-Gen zumindest abschnittsweise komplemen- 

15 taren Bereich aufweist. 

Wegen der vorteilhaf ten Ausgestaltungen der erf indungsgemafien 
Verwendungen, des erf indungsgema&en Verfahrens und der erfin- 
dungsgemafien doppelstrangigen Ribonukleinsaure wird auf die 
20 vorangegangenen Ausfiihrungen verwiesen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen bei- 
spielhaft erlautert. Es zeigt: 

25 Fig. 1 den Einfluss einer Behandlung von SV80-Zellen mit 
die Expression des c-FLIP-Gens hemmender dsRNA auf 
die Empf indlichkeit dieser Zellen gegenuber TRAIL- 
induzierter Apoptose und 

30 Fig. 2 den Einfluss einer Behandlung von KB-Zellen mit die 
Expression des c-FLIP-Gens hemmender dsRNA auf die 
Empf indlichkeit dieser Zellen gegenuber TRAIL- 
induzierter Apoptose. 



35 KB-Zellen sind von der American Type Culture Collection 

(ATCC) unter der ATCC-Nr. CCL-17 zu beziehen. SV80-Zellen 
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konnen von der Firma CLS, 69123 Heidelberg, Deutschland unter 
der Bestellnummer 0345 HU (ATCC-Nr. : CRL-7725) bezogen wer- 
den. 

Die eingesetzten dsRNAs weisen folgende, im Sequenzprotokoll 
mit SEQ ID N0:1 bis SEQ ID NO: 9 bezeichneten Sequenzen auf : 

dsRNA-Fl, welche den Nukleotiden 472 bis 492 des c-Flip-L- 
Gens entspricht: 

S2: 5'-GUGCCGGGAUGUUGCUAUAGA-3' (SEQ ID NO: 1) 
SI: 3 ' -AACACGGCCCUACAACGAUAU-5 ' (SEQ ID NO: 2) 

dsRNA-F2 , welche den Nukleotiden 908 bis 928 des c-Flip-L- 
Gens entspricht : 

S2: 5 ' -CAAGGAGCAGGGACAAGUUAC-3 ' (SEQ ID NO : 3) 
SI: 3 ' -AAGUUCCUCGUCCCUGUUCAA-5 ' (SEQ ID NO: 4) 

dsRNA-neo, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin- 
Resistenz-Gen komplementar ist: 

S2: 5 ' -GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3 ' -UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA-5 ' (SEQ ID NO: 6) 

dsRNA-F3 , welche den Nukleotiden 472 bis 494 des c-Flip-L- 
Gens entspricht: 

S2 : 5 ' - GUGCCGGGAUGUUGCUAUAGA- 3 1 (SEQ ID NO : 1) 
SI: 3 '-AACACGGCCCUACAACGAUAUCU-B 1 (SEQ ID NO: 7) 

dsRNA-F4/ welche den Nukleotiden 908 bis 930 des c-Flip-L- 
Gens entspricht: 

S2: 5' -CAAGGAGCAGGGACAAGUUAC-3 ' (SEQ ID NO: 3) 
SI: 3 ' -AAGUUCCUCGUCCCUGUUCAAUG-5 • (SEQ ID NO: 8) 
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dsRNA-Kontrolle, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin- 
Resistenz-Gen komplementar ist: 

S2: 5 1 -GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3 ' -UCCUACUCCUAGCAAAGCGUACU-5 ' (SEQ ID NO : 9) 

Jeweils 10 7 SV80- und KB-Zellen pro ml sind mittels Elektro- 
poration transient zweimal an auf einanderfolgenden Tagen ohne 
(Fig. 1 A, Fig. 2 A) oder mit 150 nmol/1 dsRNA-neo (Fig. 1 B, 
Fig. 2 B) , 150 nmol/1 dsRNA-Fl (Fig. 1 C, Fig. 2 C) , 150 
nmol/1 dsRNA-F2 (Fig. 1 D, Fig. 2 D) oder einem Gemisch von 
jeweils 75 nmol/1 dsRNA-Fl und dsRNA-F2 (Fig. 1 E, Fig. 2 E) 
transfiziert worden. Bei der jeweils ersten Elektroporation 
ist der Elektroporationslosung ein GFP (green fluorescent 
protein) -Expressionsplasmid zugesetzt worden, urn die jeweili- 
ge Effizienz der Transfektion iiberprufen zu konnen. Einen Tag 
nach der ersten Elektroporation sind die Zellen geerntet wor- 
den. Mit einem Teil der Zellen ist die Transf ektionsef f izienz 
mittels Messung der Fluoreszenzintensitat durchf lusszytome- 
trisch bestimmt worden. Die Fluoreszenzintensitat dieser Zel- 
len ist in den Figuren 1 A-E und 2 A-E jeweils im linken Feld 
durch eine durchgezogene dicke Linie dargestellt. Die im je- 
weils gleichen Feld durch eine dunne Linie dargestellte Fluo- 
reszenzintensitat ist diejenige der jeweils gleichen Zellen 
ohne ein GFP-Expressionsplasmid. Urn eine moglichst hohe 
Transf ektionsef f izienz zu erreichen, ist der andere Teil der 
Zellen ein zweites mal jeweils mit derselben dsRNA wie am er- 
sten Tag elektroporiert worden. Danach sind die Zellen in je- 
weils 100 ill Medium in die Vertiefungen von 96-Well-Platten 
ausgesat worden. Am nachsten Tag sind die Zellen fur jeweils 
9 h inkubiert worden mit 

- Flag-gekoppeltem loslichem und mit dem monoklonalen anti 
Flag-Antikorper M2 quervemetzten TRAIL ("TRAIL"), welches 
sowohl TRAIL-R1 als auch TRAIL-R2 stimmulieren kann, 
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- agonistischem fur TRAIL -Rl ( 11 (XTRl 11 ) und/oder TRAIL-R2 

( " 0CTR2 n ) spezifischem Kaninchen-Antiserum (1:500) oder 

- Flag-gekoppeltem loslichem, wie oben angegeben querver- 
netztem TRAIL in Gegenwart von 20 /imol/1 des Caspase- 
Inhibitors z-VAD-fmk ("TRAIL + ZVAD"). 

Schliefclich wurde der Anteil vitaler Zellen mittels Kristall- 
violett-Farbung bestimmt. 

Aus den in den Figuren 1 und 2 dargestellten Ergebnissen ist 
ersichtlich, dass die Transf ektionsef f izienz des GFP- 
Expressionsplasmids in keiner der untersuchten Zelllinien 
durch die dsRNA beeinflusst worden ist. dsRNA-Fl und dsRNA-F2 
(Fig. 1 C-E, Fig. 2 C-E) , nicht aber dsRNA-neo (Fig. 1 B, 
Fig. 2 B) oder Elektroporation ohne dsRNA (Mock-Elektro- 
poration) (Fig. 1 A, Fig. 2 A) haben KB- und SV80-Zellen si- 
gnifikant fur eine TRAIL-Rl und eine TRAIL- R2 vermittelte 
Apoptose sensibilisiert. ZVAD hat die Sensibilisierung fur 
die TRAIL-induzierte Apoptose wieder aufgehoben. Das deutet 
auf die Beteiligung von Caspasen hin (Fig. 1 C-E, Fig. 2 C- 
E) . 

In einem weiteren nicht dargestellten Experiment sind KB- 
Zellen durch die Behandlung mit dsRNA-Fl und dsRNA-F2 auch 
fur eine FasL- und TNF-induzierte Apoptose sensibilisiert 
worden . 

Die bei den bisher beschriebenen Experimenten eingesetzten 
dsRNAs dsRNA-Fl, dsRNA-F2 und dsRNA-neo weisen an beiden En- 
den jeweils einen aus zwei Nukleotiden gebildeten Uberhang 
auf. Die Uberhange werden jeweils von den 3 ' -Enden der Stran- 
ge SI und S2 gebildet. Der doppelstrangige Bereich weist eine 
Lange von 19 Nukleotidpaaren auf. Zusatzliche Experimente zur 
Inhibition der FLIP-mRNA Expression wurden mit den dsRNAs 
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dsRNA-F3, dsRNA-F4 und dsRNA-Kontrolle durchgefuhrt . Bei die- 
sen weist nur ein Ende der dsRNA einen aus zwei Nukleotiden 
gebildeten Uberhang am 3 '-Ende des Sl-Stranges auf. Der dop- 
pelstrangige Bereich weist eine Lange von 21 Nukleotiden auf. 
5 Eine quantitative Analyse hat gezeigt, dass dsRNA-F3 und 

dsRNA-F4 etwa genauso wirksam in der Inhibition der Expressi- 
on eines GFP-Flip-Fusionsproteins sind wie dsRNA-Fl und 
dsRNA-F2 . 
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Patentanspruche 

1. Medikament zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor- 
vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslosenden Arzneimit- 
tels, wobei das Medikament eine zu einer Hemmung der Ex- 
pression eines c-FLIP-Gens mittels RNA-Interf erenz geeig- 
nete doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRJSFA) enthalt. 

2. Medikament nach Anspruch 1, wobei das Arzneimittel Apop- 
tose mittels Tumor Nekrose Faktor oder Tumor Nekrose Fak- 
tor-verwandten Apoptose auslosenden Liganden, insbesonde- 
re TRAIL, auslost. 

3. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ein Strang SI der dsRNA einen zum c-FLIP-Gen zumindest 
abschnittsweise komplementaren, insbesondere aus weniger 
als 2 5 aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehenden, Be- 
reich aufweist. 

4. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, 
besonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, 
Nukleotide aufweist. 

5. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, 
Nukleotide aufweist. 

6. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbeson- 
dere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen 
Uberhang aufweist. 

7. Medikament nach Anspruch 6, wobei sich der einzelstrangi- 
ge Uberhang am 3 1 -Ende des Strangs SI befindet. 
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8. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

9. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist. 

10. Medikament nach Anspruch 9, wobei der Strang SI eine Lan- 
ge von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 
Nukleotiden und das 3 1 —Ende des Strangs SI einen aus zwei 
Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

11. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des c-FLIP-Gens komplementar ist. 

12. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 
und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 7 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 ge- 
ma£ dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

13. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA in dem Medikament in einer Losung, insbesondere 
einem physiologisch vertraglichen Puffer oder einer phy- 
siologischen Kochsalzlosung, von einer micellaren Struk- 
tur, vorzugsweise einem Liposom, einem Kapsid, einem Kap- 
soid oder einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel um- 
schlossen oder an einer polymeren Nano- oder Mikrokapsel 
gebunden vorliegt. 
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14. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhala- 
tion, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbeson- 
dere zur intravenosen, intraperitonealen oder intra tumo- 

5 ralen Infusion oder Injektion, geeignet ist. 

15. Medikament nach Anspruch 14, wobei die Zubereitung, ins- 
besondere ausschlieSlich, aus einem physiologisch ver- 
traglichen Losungsmittel, vorzugsweise einer physiologi- 
schen Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertragli- 

10 chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf f erten Salz- 

losung, und der dsRNA besteht. 

16. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Medikament in mindestens einer Verabreichungseinheit 
vorliegt, welche die dsRNA in einer Menge enthalt, die 

15 eine Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere hochstens 

2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 /xg, besonders bevorzugt 
hochstens 100 iiq, vorzugsweise hochstens 50 i±g, insbeson- 
dere hochstens 25 plq, pro kg Korpergewicht und Tag ermog- 
licht . 

20 17. Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines c-FLIP- 
Gens mittels RNA- Inter ferenz geeigneten doppelstrangigen 
Ribonukleins&ure (dsRNA) zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor- 
vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslosenden Arzneimit- 

25 tels. 

18 . Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines c-FLIP- 
Gens mittels RNA- Inter ferenz geeigneten doppelstrangigen 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Erhohung der Wirksamkeit ei- 
nes Rezeptor-vermittelt Apoptose in Tumorzellen auslosen- 
30 den Arzneimittels . 

19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, wobei das Arzneimit- 
tel Apoptose mittels Tumor Nekrose Faktor oder Tumor Ne- 
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krose Faktor-verwandten Apoptose ausldsenden Liganden, 
insbesondere TRAIL, auslost. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 19, wobei ein 
Strang SI der dsRNA einen zum c-FLIP-Gen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren, insbesondere aus weniger 
als 25 aufeinanderfolgenden Nukleotiden bestehenden, Be- 
reich aufweist. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 20, wobei der 
komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, be- 
sonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

22. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 21, wobei der 
Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 22, wobei zu- 
mindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesonde- 
re 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen 
Uberhang aufweist. 

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei sich der einzelstran- 
gige Uberhang am 3 1 -Ende des Strangs SI befindet. 

25. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 24, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 1 -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 25, wobei die 
dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist. 

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei der Strang Si eine 
Lange von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 
Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs Si einen aus zwei 
Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 



WO 03/035868 



PCT/EP02/11968 



17 

weist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 27 , wobei der 
Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des c-FLIP-Gens komplementar ist. 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 28, wobei die 
dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und 
dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 7 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 ge- 
maS dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

30. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 29, wobei die 
dsRNA in einer Losung, insbesondere einem physiologisch 
vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalz- 
losung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem 
Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren 
Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polyme- 
ren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 

31. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 30, wobei die 
dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere 
zur intravenosen, intraperitonealen oder intratumoralen 
Infusion oder Injektion, geeignet ist. 

32. Verwendung nach Anspruch 31, wobei die Zubereitung, ins- 
besondere ausschliefilich, aus einem physiologisch ver- 
traglichen Losungsmittel, vorzugsweise einer physiologi- 
schen Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertragli- 
chen Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf f erten Salz- 
losung, und der dsRNA besteht. 
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33. Verwendung nach einem der Anspriiche 17 bis 32, wobei die 
dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 iiq, besonders 
bevorzugt hochstens 100 iig, vorzugsweise hochstens 50 iig, 
insbesondere hochstens 25 iiq, pro kg Korpergewicht und 
Tag verwendet wird. 

34. Verfahren zur Erhohung der Wirksamkeit eines Rezeptor- 
vermittelt Apoptose in einer Tumorzelle ausldsenden Wirk- 
stoffs, wobei eine zu einer Hemmung der Expression eines 
c-FLIP-Gens mittels RNA-Interf erenz geeignete doppel- 
strangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in die Tumorzelle ein- 
gefiihrt wird. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, wobei der Wirkstoff Tumor Ne- 
krose Faktor oder Tumor Nekrose Faktor-verwandte Apoptose 
auslosende Liganden, insbesondere TRAIL, umfasst. 

36. Verfahren nach Anspruch 34 oder 35, wobei ein Strang SI 
der dsRNA einen zum c-FLIP-Gen zumindest abschnittsweise 
komplementaren, insbesondere aus weniger als 25 aufeinan- 
derfolgenden Nukleotiden bestehenden, Bereich aufweist. 

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 36, wobei der 
komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, be- 
sonders bevorzugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 37, wobei der 
Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 38, wobei zu- 
mindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesonde- 
re 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen 
Uberhang aufweist. 
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40. Verfahren nach Anspruch 39, wobei sich der einzelstrangi- 
ge Uberhang am 3 1 -Ende des Strangs SI befindet. 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 40, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 » -Ende des 
Strangs Si gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 41, wobei die 
dsRNA neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, wobei der Strang SI eine Lan- 
ge von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 
Nukleotiden und das 3 ' -Ende des Strangs SI einen aus zwei 
Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist, wahrend das am 5' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 43, wobei der 
Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des c-FLIP-Gens komplementar ist. 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 44, wobei die 
dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und 
dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 7 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 ge- 
mafi dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

46. Verfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 45, wobei die 
dsRNA in einer Losung, insbesondere einem physiologisch 
vertraglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalz- 
losung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem 
Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren 
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Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polyme- 
ren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 

47. Doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) , deren einer 
Strang SI einen zum c-FLIP-Gen zumindest abschnittsweise 
komplementaren Bereich aufweist. 

48. DsRNA nach Anspruch 47, wobei der komplementare Bereich 
aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden be- 
st ehend en, 

49. DsRNA nach Anspruch 47 oder 48, wobei der komplementare 
Bereich 19 bis 24, bevorzugt 20 bis 24, besonders bevor- 
zugt 21 bis 23, insbesondere 22 oder 23, Nukleotide auf- 
weist. 

50. DsRNA nach einem der Anspriiche 47 bis 49, wobei der 
Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, insbesondere 23, Nu- 
kleotide aufweist. 

51. DsRNA nach einem der Anspriiche 47 bis 50, wobei zumindest 
ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 
3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
weist. 

52. DsRNA nach Anspruch 51, wobei sich der einzelstrangige 
Uberhang am 3 ' -Ende des Strangs Si befindet. 

53. DsRNA nach einem der Anspriiche 47 bis 52, wobei die dsRNA 
nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des Strangs SI 
gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Oberhang aufweist. 

54. DsRNA nach einem der Anspriiche 47 bis 53, wobei die dsRNA 
neben dem Strang SI einen Strang S2 aufweist. 

55. DsRNA nach Anspruch 54, wobei der Strang Si eine Lange 
von 23 Nukleotiden, der Strang S2 eine Lange von 21 Nu- 
kleotiden und das 3' -Ende des Strangs SI einen aus zwei 
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Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen tiberhang auf- 
weist, wahrend das am 5 ' -Ende des Strangs SI gelegene En- 
de der dsRNA glatt ausgebildet ist. 

56. DsRNA nach einem der Anspruche 47 bis 55, wobei der 

5 Strang SI zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 

des c-FLIP-Gens zumindest abschnittsweise komplementar 
ist. 

57. DsRNA nach einem der Anspruche 47 bis 56, wobei die dsRNA 
aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem 

10 Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 

mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang Sl mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 
7 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem 

15 Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 8 gemaE dem anlie- 

genden Sequenzprotokoll besteht. 

58. DsRNA nach einem der Anspruche 47 bis 57, wobei die dsRNA 
in einer Losung, insbesondere einem physiologisch ver- 
traglichen Puffer oder einer physiologischen Kochsalzlo- 

20 sung, von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem 

Liposom, einem Kapsid, einem Kapsoid oder einer polymeren 
Nano- oder Mikrokapsel umschlossen oder an einer polyme- 
ren Nano- oder Mikrokapsel gebunden vorliegt. 

59. DsRNA nach einem der Anspruche 47 bis 58, wobei die dsRNA 
25 in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, oralen 

Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur in- 
travenosen, intraperitonealen oder intratumoralen Infusi- 
on oder Injektion, geeignet ist. 

60. DsRNA nach Anspruch 59, wobei die Zubereitung, insbeson- 
30 dere ausschlieElich, aus einem physiologisch vertragli- 

chen Losungsmittel, vorzugsweise einer physiologischen 
Kochsalzlosung oder einem physiologisch vertraglichen 
Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf f erten Salzld- 
sung, und der dsRNA besteht. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Ribopharma AG 

5 <120> Medikament zur Erhdhung der Wirksamkeit eines 

Rezeptor-vermittelt Apoptose in Tumorzellen ausltfsenden 
Arzneimittels 

<130> 422430EH 

10 

<140> 
<141> 

<160> 9 

15 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 21 
20 <212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

gugccgggau guugcuauag a 21 

25 

<210> 2 
<211> 21 
<212> RNA 
30 <213> Homo sapiens 

<400> 2 

uauagcaaca ucccggcaca a 21 

35 

<210> 3 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

40 

<400> 3 

caaggagcag ggacaaguua c 21 



45 <210> 4 
<211> 21 
<212> RNA 
<213> Homo sapiens 

50 <400> 4 

aacuuguccc ugcuccuuga a 21 



<210> 5 

55 <211> 21 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

60 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
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2/2 



komplementaren dsRNA 
<400> 5 

gaugaggauc guuucgcaug a 21 

5 

<210> 6 
<211> 21 
<212> RNA 
10 <213> Kttnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
15 Neomycin-Resistenzgens komplementaren dsRNA 

<400> 6 

augcgaaacg auccucaucc u 21 

20 

<210> 7 
<211> 23 
<212> RNA 
<213> Homo sapiens 

<400> 7 

ucuauagcaa caucccggca caa 23 

30 <210> 8 
<211> 23 
<212> RNA 
<213> Homo sapiens 

35 <400> 8 

guaacuuguc ccugcuccuu gaa 23 



<210> 9 
40 <211> 23 
<212> RNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

45 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplementaren dsRNA 



<400> 9 

50 ucaugcgaaa cgauccucau ecu 
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